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چکیده
اسپرم‌زایی، فرآیندی بسیار پیچیده و تنظیم شده است که در طی آن، سلول‌های زایای بنیادی، به اسپرماتوزوآ تبدیل می‌شوند. این سلول‌های بنیادی که سلول‌های بنیادی 
اسپرماتوگونی نامیده می‌شوند، در قاعده‌ی لوله‌های منی ساز قرار دارند و دارای توانایی خودنوزایی و تمایز به سلول‌های زایای عملکردی می‌باشند. به دلیل این توانایی، سلول‌های 
بنیادی اسپرماتوگونی قادر به از سر‌گیری مجدد فرایند اسپرم‌زایی پس از آسیب‌های بیضه‌ای ایجاد شده توسط مواد سمی و یا پس از پیوند به گیرنده‌ی نابارور می‌باشد. بنابراین، 
خودنوزایی این سلول‌ها  ضامن حفظ این جمعیت سلولی و در نتیجه، حفظ باروری می‌باشد. اگر چه مطالعات پیشین نشان داده است که سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی موش 
و سایر گونه‌ها می‌توانند برای مدت طولانی زنده بمانند و تکثیر شوند، اما اطلاعات کمی از محیط کشت مناسب برای رشد سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی در دست است. 
تشخیص مارکرهای سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی، امکان جداسازی این جمعیت سلولی را فراهم می‌کند. جمعیت سلولی جدا شده، می‌تواند در محیط کشت تکثیر شده و سپس 
به گیرنده‌ی نابارور پیوند زده شود. بنابراین، تشخیص مارکرها و تثبیت سیستم‌های کشت طولانی مدت برای سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی جهت استفاده از توانایی این 
سلول‌ها در موارد بالینی ضروری است. در این مقاله، به بررسی مارکرهای شناخته شده برای سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی و تکنیک‌های کشت آزمایشگاهی جهت تکثیر این 

سلول‌ها در انسان پرداخته شده است. 
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مقدمه
بیضه‌ی  در  اسپرماتوگونی  سلول‌های  تمایز  و  خودنوزایی 
تنظیم شده‌ای است که  و  پیچیده  بسیار  فرآیند  اسپرم‌زایی  انسان: 
 .)1( می‌یابند  تمایز  اسپرماتوزوآ  به  بنیادی  زایای  سلول‌های  آن،  در 
سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی در غشاء پایه‌ی لوله‌های منی‌ساز  قرار 
دارند و اساس اسپرم‌زایی و باروری مردان را تشکیل می‌دهند. از آن‌جا 
جهت  اصلی  هدف  سلول‌های  اسپرماتوگونی،  بنیادی  سلول‌های  که 
حفظ باروری مردانه است، خودنوزایی این سلول‌ها ضامن حفظ این 
جمعیت سلولی و در نتیجه، حفظ باروری می‌باشد. هرچند مطالعات 
پیشین نشان داده است که سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی، در سایر 
گونه‌ها نظیر موش و خوکچه‌ی هندی، می‌توانند برای مدت طولانی 
زنده بمانند و تکثیر شوند، اما اطلاعات کمی از محیط کشت مناسب 
است  دست  در  انسانی  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های  رشد  برای 
سلول‌های  بافت،  هر  خاص  بنیادی  سلول‌های  دیگر  مشابه   .)2-6(
بنیادی اسپرماتوگونی نیز به‌ندرت یافت می‌شوند، به‌طوری‌که در هر 
بیضه انسان، 108 سلول وجود دارد که از این تعداد، 104×2 سلول، 
از نوع سلول‌های بنیادی هستند )7(. علت این تعداد کم این است 
که سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی، به سرعت وارد تمایز شده و به 
اسپرماتوگونیا، اسپرماتوسیت، اسپرماتید و اسپرم، تمایز می‌یابند )8(. 
مطالعـات قبلـی Clermont، بـر روی اسپرمـاتوژنز انسـان، دو نـوع 

اسپرماتوگونیا را بر اساس الگوی رنگ‌ آمیزی هسته‌ها نشان می‌دهد که 
شامل اسپرماتوگونی Apale )روشن( و اسپرماتوگونی Adark )تیره( 
می‌باشند )9 و10(. معمولا هر دو نوع سلول، به‌عنوان سلول‌های بنیادی 
در نظر گرفته می‌شوند )10 و 11(. اسپرماتوگونی‌های Adark، به‌عنوان 
سلول‌های بنیادی ذخیره‌ای عمل می‌کنند و به ندرت تقسیم می‌شوند، 
شوند.  خودتجدیدی  دچار  می‌توانند  بیماری،  و  آسیب  موارد  در  اما 
این در حالی است که اسپرماتوگونی‌های Apale، سلول‌های بنیادی 
تجدیدپذیر هستند )12-9(. اسپرماتوگونی Apale، به اسپرماتوگونی 
نوع B تقسیم می‌شود و سپس به اسپرماتوسیت، تمایز می‌یابد. بنابراین، 
در انسان، مراحل میتوزی کمتری برای رسیدن به اسپرماتوسیت مورد 
نیاز است و در مقایسه با جوندگان، تکثیر و کلونی‌زایی این سلول‌ها 
بسیار کمتر است )Ehmcke .)13-16 و همکاران، پیشنهاد کردند که 
در پستانداران، برای تولید تعداد مشابهی از سلول‌های بنیادی تمایز 
یافته، عملکرد میتوزی بالاتر اسپرماتوگونی‌ها لازم است. این عملکرد 
زایا و آسیب‌های سلولی  بالاتر، خطر جهش‌های سلول‌های  میتوزی 
را افزایش می‌دهند. برای کاهش این خطر، اسپرماتوگونی paleA، نقش 
پیش‌ساز را ایفا می‌نماید و تکثیر آن، تعداد کل سلول‌های زایا را افزایش 
 darkA می‌دهد. در نتیجه، نقش سلول‌های بنیادی، به اسپرماتوگونی‌های
محدود می‌شود که در موارد سیتوتوکسیک و یا کاهش طبیعی، سبب 
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کلونی‌زایی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی در محیط کشت

تجدید سلول‌های پیش‌ساز می‌گردد )17(.  
در  انسانی:  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های  مارکرهای 
بنیادی  برای سلول‌های  مارکرهایی  طی سال‌های گذشته،  مجموعه 
همکاران،  و   He  .)18( است  شده  شناسایی  انسانی  اسپرماتوگونی 
سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی انسان را بر اساس بیان مارکر سطح 
و  جداسازی   ،1251 پذیرنده‌ی  با  شده  متصل  G-پروتئین  و  سلولی 
کشت دادند )19(. سلول‌های  GPR 125 مثبت، جمعیت سلولی بسیار 
نادری هستند که احتمالا جزء اسپرماتوگونی darkΑ یا زیر جمعیتی از 
اسپرماتوگونی‌های Apale در حال تجدید هستند. همچنین، سلول‌های 
از مارکرهای شناخته شده در  انسانی، تعدادی  بنیادی اسپرماتوگونی 
سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی موش و دیگر اسپرماتوگونی‌های تمایز نیافته مانند

را بیان می‌کنند )18و MAGEA 4 .)19، یکی از اعضای خانواده آنتی‌ژن 
سرطان ـ بیضه است که در ترمیم DNA و تمایز سلولی نقش دارد. 
همچنین، به‌وسیله تمامی اسپرماتوگونی‌های انسان )Adark ،Apale( و 
اسپرماتوسیت B، بیان می‌شود )18و 19( و بیان آن در آغاز میوز، به‌سرعت 
کاهش می‌یابد )25-19( در مطالعه‌ای دیگر، تجزیه و تحلیل ‌کلی بیان 
ژن‌های اسپرماتوگونی انسانی مشتق شده از بیوپسی بیضه بزرگسالان، 
که اسپرماتوگونی، تنها نوع سلول زایا بود، بیان بالای ژن‌هایی که به 
موش  در  اسپرماتوگونی  سلول‌های  عملکرد  مسئول  خاص،  صورت 
هستند را نشان داده است )26(. از این ژن‌ها، پذیرنده فاکتور رشد 
فیبروبلاستی FGFR3 3  )27,26(، دسموگلین-2، آنتی‌ژن سرطان ـ بیضه

                                               و فاکتور رونویسی سلول‌های جنینی 
تمایز نیافته UTF1(3( )30-28(، اغلب بیان بالایی را نشان دادند. بیان 
این مارکرها در سطح پروتئین، با استفاده از تکنیک ایمونوهیستوشیمی 
سلول‌های  در   ،FGFR3 است.  تایید شده  طبیعی  بیضه  نمونه‌های  از 
زایای جنین انسان بیان می‌شود و بیان آن در بیضه‌ی بزرگسالان، به 
اسپرماتوگونی محدود می‌شود )UTF 1 .)26-27 نیز فاکتور رونویسی 
دخیل در پرتوانی و خودتجدیدی سلول‌های بنیادی جنین موش و انسان 
 )OCT 3/4) POU5F1 ژن هدف مارکر پرتوانی ،UTF1 .)28-30( است
است که همراه با SOX 2، رونویسی POU5F1 را در سلول‌های بنیادی 

جنینی، تنظیم می‌کند و تکثیر این سلول‌ها را القا می‌کند )31(.  
در  عمدتا  تولد  از  بعد  طبیعی،  انسان  بیضه  در   UTF  1 بیان   
اسپرماتوگونی‌های کودکی و بزرگسالی دیده می‌شود )36-32(. الگوی 
بیان UTF 1 در بیضه انسان طبیعی و تومورهای بیضه‌ای، نشان می‌دهد 
بنیادی  سلول‌های  خودتجدیدی  در  پروتئین  این  است  ممکن  که 
اسپرماتوگونی نقش داشته باشد. همچنین، مطالعات، نشان داده است 
 CHK  2 آمیزی  رنگ  اسپرماتوگونیا،  و  نرمال  گونوسیت‌های  در  که 
مثبت می‌باشد )37(. NSE )انولاز ویژه‌ی نورون( نیز در اسپرماتوگونی 
نرمال بیان می‌شود )38(. پروتئین‌های خانواده DAZ )حذف شده در 
بیماران آزو‌اسپرم( ، شامل ژن اتوزوم DAZ-like) DAZL(  است و در 
اسپرماتوگونی‌ها و گونوسیت‌های جنین انسان، بیان می‌شوند )39(. قابل 
توجه است‌که برخلاف DAZ، بیان پروتئین DAZL در سلول‌های زایا، 
بعد از میوز باقی می‌ماند.  اعتقاد بر این است که، پروتئین‌های خانواده 
DAZ در تکامل سلول‌های زایای نر نقش دوگانه دارند و هم در طول 
میوز و هم قبل از آن در طول تشکیل جمعیت SSC ها نقش دارند 

)40(. ارتولوگ‌های DMRT 1 4 نیز از مگس و کرم‌ها تا انسان، نقش 
حفاظتی بالایی در تمایز جنسی دارند )41( و در مهره‌داران، بعد از تولد 
دارای نقش اساسی در تمایز بیضه‌ها هستند )DMRT 1 .)42، با استفاده 
از ایمونوهیستوشیمی، در اسپرماتوگونی و اسپرماتوسیت‌ها قبل از میوز، 

شناسایی شده است )43(.
کشت سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی در محیط آزمایشگاه: 
تکثیر و غنی‌سازی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی در محیط کشت، 
امری مهم است و کلونی‌زایی این سلول‌ها، منبع با ارزشی از سلول‌های 
زایا را برای مطالعات بعدی نظیر انجماد، پیوند این سلول‌ها در درمان 
ناباروری، دستکاری ژنتیکی و تمایز در محیط آزمایشگاه فراهم می‌آورد. 
از این رو، سیستم کشت، بایستی به گونه‌ای باشد که حمایت لازم از 
این سلول‌ها را فراهم نماید. تا به امروز، سیستم‌های کشت مختلفی 
برای این منظور ارائه شده است. علی‌رغم موفقیت‌های به دست آمده 
در این زمینه، به‌دلیل موانع مختلف و پیچیدگی‌های کنش و واکنش 
سلولی، همچنان ابهامات زیادی باقی مانده است. در حالت کلی، کشت 
جمله  از  مختلف  دلایل  به  مردانه،  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های 
تعداد کم این سلول‌ها، امری دشوار است. به‌علاوه، کاهش قابل توجهی 
ایجاد  اول،  بقای سلول‌های کشت داده شده در طی هفته‌ی  نیز در 
می‌شود )44(. از طرف دیگر، سرعت تکثیر سلولی در محیط کشت، کم 
است و یا احتمالا وجود ندارد  )47-45(. در سال‌های اخیر، مطالعات 
متعددی، نگهداری و تکثیر سلول‌های اسپرماتوگونی انسانی در محیط 

کشت را گزارش نموده‌اند )57-48( )جدول 1(.
بنیادی  سلول‌های  بقای   ،2005 سال  در  همکاران  و   YF  Li
اسپرماتوگونی انسانی در آزمایشگاه را با استفاده از سیستم هم‌کشتی با 
سلول‌های سرتولی مورد بررسی قرار دادند )48(.  این محققان، سلول‌های 
+ c-kit - alpha 6+ Thy-1  به دست آمده  با استفاده از تکنیک جداسازی 

ستون‌های مغناطیسی5، را در  سیستم هم‌کشتی، کشت داده و مشاهده 
 DMEM/12F و DMEM نمودند که این سلول‌ها می‌توانند در محیط‌های
حاوی FBS 6 و بر روی لایه تغذیه کننده، به طور پایدار زنده بمانند. میزان 
بقا در عرض یک هفته، بیش از 90 درصد بود. کشت سلولی بلند مدت نیز 
نشان داد که سلول‌ها به تدریج به صورت تکه‌ی سلولی پراکنده یا تجمعات 
فشرده بر روی سطح سلول‌های سرتولی، متصل شده‌اند. بخشی از سلول‌ها 
که دارای اتصالات محکم‌تری با سلول‌های سرتولی بودند، می‌توانستند 
بیش از 3 ماه زنده بمانند و یا حتی تکثیر شوند.  پیوند سلول‌های زایا 
نشان داد که برخی از سلول‌های + c-kit - alpha 6+ Thy-1  نشان‌دار شده 
توسط PKH 26، می‌توانند بر روی غشای پایه لوله‌های منی‌ساز موش 
nude قرار گرفته و به صورت سلول‌های منفرد و یا جفت، 2 ماه پس از 
پیوند، حضور داشته باشند. ارزیـابی عملکرد سلول‌هـای کشت شده 
به وسیله‌ی شمارش سلول‌های فلورسانس در لوله‌های منی‌ساز  نیز  
نشان داد که 54/9  و 9/2 درصد سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی 
+ c-kit - alpha 6+ Thy-1، به ترتیب به مدت 2 و 4 هفته بعد از کشت 

هنوز بـاقی مـانده است )XH oG .)48 و همکـاران، در سـال 2008 
ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
1- G-Protein –coupled Receptor 125(GPR125)
2- Fibroblast Growth Factor Receptor 3(FGFR3)
3- Undifferentiated embryonic cell Transcription Factor 1(UTF1)
4- Doublesex and mab-related transcription  factor
5- Immuno magnetic beeds sorting technique
6- Fetal Bovine Serum

(CD90) THY-1 و (PLZF) ZBTB16 ,(PGP 9.5) UCHL1 ,GFRA-1

(CTAG 1 A/B B) NY-ESO-1
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گزارش نمودند که فاکتورهای رشد، بقا و تکثیر آزمایشگاهی سلول‌های 
نشان  گروه  این  تحقیقات  نتایج  افزایش می‌دهند.  را  انسانی  بنیادی 
می‌دهد که  زمان بقا و سرعت تکثیرسلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی 
در   ،bFGF و   LIF ،SCF رشد  فاکتورهای  با  تیمار  تحت  گروه  در 
مقایسه با گروه کنترل، به طور معنی‌داری افزایش یافته است )49(.  
تقویت رشد سلول‌های  در سال 2008،  نیز  و همکاران   YB Wang
بر  این سلول‌ها  از کشت  استفاده  با  را  انسانی  اسپرماتوگونی  بنیادی 
روی لایه‌ی تغذیه کنده‌ی فیبروبلاست جنینی انسان hEF(1(، مشاهده 
نمودند. نتایج مطالعات این محققین نشان داد که سلول‌های بنیادی 
اسپرماتوگونی، بر روی لایه‌ی تغذیه‌کننده‌ی hEF زنده مانده و تشکیل 
کلونی داده‌اند. کلونی‌ها برای مارکرهای SSEA1  و OCT-4 به شدت 
مثبت بوده و فعالیت آلکالین فسفاتازی قوی داشتند.  به علاوه، بیان 
این  اسپرماتوگونی در  بنیادی  با سلول‌های  از ژن‌های مرتبط  بالایی 

سلول‌ها مشاهده شد )50(. 
در ادامه‌ی مطالعات پیشین، B Cheng و همکاران در سال 2009، 
موفق به کشت طولانی مدت سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی بر روی 
از  شده  مشتق  فیبروبلاستی  شبه  کننده‌ی  تغذیه  لایه‌ی  سلول‌های 
سلول‌های بنیادی جنین انسان2  و در حضور GDNF 3  حداقل به مدت 
2 ماه گردیدند. آنالیز مارکرهای سطح سلولی نشان داد که سلول‌های 
بنیادی اسپرماتوگونی  سطح بالایی از فعالیت آلکالین فسفاتازی را حفظ 
کرده و با آنتی بادی‌های OCT4 ،4 SSEA1 و CD49F به شدت رنگ 
شدند. همچنین، در این سلول‌ها ژن‌های مرتبط با سلول‌های زایا نظیر 
STRA8 و SOX3 و ژن‌های مرتبط با حالت پرتوانی نظیر OCT4، به 
میزان بالایی بیان شده بود )51(. پس از این مطالعات، JJ miL و همکاران 
در سال 2010، تکثیر طولانی مدت و ویژگی‌های سلول‌های بنیادی 
اسپرماتوگونی انسانی به دست آمده از بیماران آزواسپرم انسدادی و 
غیر‌انسدادی را تحت شرایط کشت فاقد لایه‌ی تغذیه کننده‌ی خارجی، 
مورد ارزیابی قرار دادند. این محققین با استفاده از روش جداسازی سلول 
توسط کلاژن و جداسازی سلول مغناطیسی فعال شده، موفق به ایجاد 
یک سیستم تکثیر طولانی مدت شدند که در آن تعداد بسیار زیادی 
انسدادی و  آزواسپرم  بیماران  از  اسپرماتوگونی خالص  بنیادی  سلول 
غیرانسدادی به دست می‌آید. این سلول‌ها، ویژگی‌های خود را به مدت 
بیش از 12 پاساژ در آزمایشگاه )بیش از 6 ماه( حفظ کردند. علاوه بر 
این، جمعیت‌هایی از سلول‌ها که برای مارکرهای خاص سلول‌های بنیادی 
اسپرماتوگونی، GFR α-1 و Integrin α-6، مثبت بودند، در پاساژ 8، بیش 
از 80 درصد افزایش یافته بودند )52(. به دنبال آن، گروه تحقیقاتی 
S Liu و همکاران در سال 2011، سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی 
را طی 2 مرحله هضم آنزیمی و با استفاده از آنزیم‌های کلاژناز نوع 
1 و تریپسین جدا نمودند. این سلول‌ها که با استفاده از سانتریفیوژ 
گرادیان غلظتی پرکول و به دنبال آن، با روش اتصال سطحی افتراقی، 
جداسازی شده بودند، 4OCT مثبت بودند که نشان دهنده‌ی این بود 
درجه‌ی  هستند.  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های  سلول‌ها،  این  که 
ارزیابی  با روش فلوسایتومتری  خلوص این سلول‌ها  86/7% بود که 
شد. سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی جداشده، بر روی لایه‌ی تغذیه 
کننده‌ی سلول‌های سرتولی انسانی، تشکیل تعداد زیادی کلونی دادند.  
بعد از گذشت 1 ماه از کشت، هنوز تعدادی از کلونی‌های سلول‌های 

برای مدت  پایدار  به تشکیل کلونی‌های  قادر  اسپرماتوگونی،  بنیادی 
طولانی بر روی لایه‌ی تغذیه کننده‌ی سلول‌های سرتولی بودند )53(.

جداسازی و تکثیر سلول‌های بنیادی زایای مرد، با استفاده از هضم 
آنزیمی و روش MACs، توسط He Z و همکاران در سال 2012 نیز 
    GPR12 گزارش شده است  )54(. در این مطالعه، اسپرماتوگونی‌های
انسانی جداسازی شدند. خلوص  بالغ  بیضه‌های  از  GFRA مثبت،  و 
سلول‌های اسپرماتوگونی GPR125 و GFRA1 مثبت جدا شده بعد از 
MACs، بیش از 95 درصد و میزان زنده‌ماندن سلول‌ها، 96 درصد بود. 
اسپرماتوگونی‌های GPR 125 و GFRA 1 مثبت جـدا شده، ژن‌هـای

 GFRA1 و   THY1 (CD90) ،Integrin α-6 (ITGA 6) ،GPR 125
UCHL1 را که مارکرهایی برای سلول‌های زایا و سلول‌های بنیادی 
اسپرماتوگونی در جوندگان و خوک هستند، را با هم بیان می‌کردند. 
این امر نشان می‌دهد که سلول‌های GFRA 1 و GPR 125  مثبت 
در بیضه‌های انسان، از نظر فنوتیپی، سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی 
هستند. پس از این مرحله، اسپرماتوگونی‌های GPR 125 مثبت انسانی، 
توانستند به مدت 2 هفته با یک افزایش قابل توجه در تعداد سلول، 
و   T Mirzapour کشت داده شوند )54(. در مطالعه‌ای دیگر توسط
 )bFGF( همکاران در سال 2012، تاثیر فاکتورهای رشد فیبروبلاستی
و فاکتور مهار کننده‌ی لوکمیا )LIF(، بر روی تکثیر و کشت کوتاه‌مدت 
سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی، بررسی شد. در این مطالعه، 
با  سرتولی  سلول‌های  و  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های  جداسازی 
استفاده از هضم آنزیمی از بیماران با توقف بلوغ، انجام شد. سلول‌ها 
در محیط DMEM حاوی10 درصد سرم و در 3 گروه متفاوت، کشت 
داده شدند. 1-کشت سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی بدون سلول‌های 
سرتولی 2-همکشتی با سلول‌های سرتولی )به عنوان گروه کنترل( 
اضافه  و  سرتولی  با  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های  همکشتی   -3

کردن غلظت‌های متفاوتی از
و                                           . ارزیابی کلونی‌ها هر 10 روز به مدت 
قطر  و  تعداد  میانگین  اول،  گروه  در  که   داد  نشان  هفته کشت،   5
کلونی‌ها به طور معنی‌داری نسبت به سایر گروه‌ها، کاهش یافته است. 
بیشترین تعداد کلونی‌ها در وضعیت کنترل و در روز 30ام مشاهده 

شد. بیشتریـن قطـر کلونی‌هـا نیز بـه ترتیب در دوزهـای ترکیبـی
 10ng/ml bFGF+1200 unit/ml LIF 1 وng/ml bFGF + 1500 unit/ml LIF
برخی  اسپرماتوگونی،  بنیادی  سلول‌های  شد.  تشکیل  30ام  روز  در 
مارکرهای سلولی اسپرماتید مانند  PiwiL ،Stra8 ،OCT-4 و Vasa را 
بیان می‌کردند. تکنیک‌های پیوند این گروه نیز نشان داد که سلول‌های 
لوله‌های  در  تکثیر در سیستم کشت،  از  بعد  اسپرماتوگونی،  بنیادی 

منی‌ساز موش، به خوبی قادر به کلونی‌زایی بوده‌اند )55(. 
در مطالعه‌ دیگری توسط این گروه تحقیقاتی درسال 2012، اثرات 
انجماد بر روی زنده ماندن، تکثیر و تشکیل کلونی سلول‌های بنیادی 
اسپرماتوگونی انسانی، در کشت آزمایشگاهی مورد ارزیابی قرار گرفت. 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
1- human Embryonic Fibroblast(hEF)
2- human embryonic stem cell – derived fibroblast – like cells.( hdf)
3- GDNF family receptor α1 (GFRA)
4- Anti-stage-specific embryonic antigen
5- basic Fibroblast growth factor (bFGF)
6- Leukemia inhibitory factor (LIF)

(1000-1500-2000 unit/ml) LIF
(0.1-1-10 ng/ml) bFGF
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کلونی‌زایی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی در محیط کشت

از  آنزیمی  هضم  توسط  که  بیضه‌ای  سلول‌های  مطالعه،  این  در 
سلول‌های بیضه‌ای بیماران آزواسپرم به دست آمده بود، در ابتدا و 2 هفته 
بعد از کشت، منجمد شدند. سپس سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی 
منجمد-ذوب شده بر روی سلول‌های سرتولی تازه )گروه تجربی 1( و 
سلول‌های سرتولی منجمد- ذوب شده )گروه تجربی 2( به مدت 3 
هفته دیگر کشت داده شدند. میزان زنده ماندن بعد از هضم آنزیمی، 
93/4 درصد بود. سلول‌های بیضه‌ای که بعد از 2 هفته، منجمد ـ  ذوب 
شده بودند، در مقایسه با سلول‌های بیضه‌ای که بلافاصله بعد از کشت، 
منجمد ـ ذوب شده بودند، به طور معنی‌داری دارای درصد بالاتری 
کلونی‌های  قطر  و  تعداد  از کشت،  بعد  هفته  بودند. سه  زنده  سلول 
کشت داده شده بر روی سلول‌های سرتولی تازه در گروه تجربی 1، 
به طور معنی‌داری بیشتر از گروه کنترل و گروه تجربی 2 بود. نتایج 
نگهداری  احتمال  انجماد،  تکنیک  که  می‌کند  پیشنهاد  مطالعه،  این 
سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی را برای افرادی که بیماری‌های مرتبط 
با سرطان دارند و در انتظار شیمی درمانی و یا پرتودرمانی هستند، 

افزایش می‌دهد )56(. 
در مطالعه‌ی اخیر توسط  Koruji M  و همکاران در سال 2012، 
اثرات آزمایشگاهی لامینین و فاکتورهای رشد بر روی تکثیر سلول‌های 

بنیادی اسپرماتوگونی بالغ انسانی به دست آمده از بیماران آزواسپرم 
اسپرماتوگونی  سلول‌های  تحقیق،  این  در  شد.  بررسی  غیرانسدادی 
غیاب  یا  در حضور   ،LIF و    bFGF ،EGF و   GDNF از  ترکیبی  با 
ظرف‌های پوشیده از لامینین جفتی انسان، تحت تیمار قرار گرفتند. 
در طول مدت کشت، ارزیابی کلونی انجام شد. حضور اسپرماتوگونیال 
برای   PCR-RT سلول،  های  کلونی  فراساختاری  مطالعه  وسیله  به 
مارکرهای اسپرماتوگونیال و Xeno transplantation  به بیضه موش 
گیرنده تحت تیمار با بوسولفان، مشخص شد. نتایج نشان داد که اضافه 
با  پوشیده  روی ظرف‌های  بر   GDNF و   bFGF،EGF و   LIF کردن 
لامینین در مقایسه با گروه کنترل به طور معنی‌داری تشکیل کلاستر 
مارکرهای  بیان  علاوه،  به  می‌دهد.  افزایش  را  اسپرماتوگونیال  سلول 
و   ITGA6 ،ITGB1 ،VASA ،PLZF، DAZL نظیر  اسپرماتوگونیال 
مارکر پرتوانی OCT4، در تمام مدت کشت، حفظ شده بود. آزمایش 
پیوند نیز حضور سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی را در میان سلول‌های 
 ،TEM کشت شده نشان داد.   همچنین، مطالعات میکروسکوپی گذاره
میان  در  را  معمولی  مورفولوژی  با  اسپرماتوگونی  سلول‌های  حضور 

سلول‌های کلونی، تایید کرد )57(.

جدول 1ـ کلونی‌زایی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی در محیط کشت

نتیجه روش کار نویسنده سال

ماهه سلول‌های جداسازی  تکثیر طولانی مدت 3  و  بقا 
شده

با سلول‌های   α6 + YHT-1 + ckit  

 - هم‌کشتی سلول‌های 
سرتولی Li YF و همکاران )48( 2005

بنیادی  سلول‌های  تکثیر  سرعت  و  بقا  زمان  افزایش 
اسپرماتوگونی  bFGF و SCF ،LIF افزودن فاکتورهای رشد Gu XH و همکاران )49( 2008

بقا سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی، تشکیل کلونی‌های 
آلکالین فسفاتازی  با فعالیت  مثبت   SSEA–1 و  Oct –4
قوی و بیان بالایی از ژن‌های مرتبط با سلول‌های بنیادی 

اسپرماتوگونی

کشت سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی  بر روی لایه‌ی 
)hEFs( تغذیه کننده‌ی فیبروبلاست جنینی انسان Wang YB و همکاران )50( 2008

بقای سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی حداقل به مدت 2 
 CD49f ،ماه، بیان سطح بالایی از فعالیت آلکالین فسفاتازی
OCT-4 و SSEA 1، بیان میزان بالایی از ژن‌های مرتبط با 
حالت پرتوانی نظیر OCT-4 و ژن‌های مرتبط با سلول‌های 

STRA 8 و SOX 3زایا نظیر

لایه‌ی  روی  بر  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های  کشت 
تغذیه‌کننده‌ی شبه‌فیبروبلاستی مشتق شده از سلول‌های 

GDNF بنیادی جنینی انسان در حضور
B  g  Chen و همکاران )51(    2009

حفظ ویژگی‌های سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی به مدت 
از 80  افزایش بیش  ماه(،  از 6  )بیش  پاساژ  از 12  بیش 
درصدی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی  integrin α-6  و 

GFR α1  مثبت در پاساژ 8 

بنیادی اسپرماتوگونی  به ‌خودی سلول‌های  کشت خود‌ 
بیماران آزواسپرم انسدادی و غیر‌انسدادی Lim JJ و همکاران )52( 2010

تشکیل کلونی‌های پایدارOCT-4 برای مدت طولانی هم‌کشتی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی با سلول‌های 
سرتولی Liu S و همکاران )53( 2011

نظیر  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول‌های  مارکرهای  بیان 
 AFRP1 و   THY1 (CD90) ،Integrin α-6 ،GPR  125
 GPR125+ افزایش قابل توجه تعداد سلول‌های ،UCHL1

کشت داده شده

 GFRA 1 و GPR 125 جداسازی و کشت اسپرماتوگونی‌های
مثبت بیضه‌های بالغ انسانی He Z و همکاران )54( 2012
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نتیجه گیری
اسپرماتوژنز توسط فاکتورهای اندوکرین و فاکتورهای رشد اتوکرین/

سلول‌های  توسط  فاکتورها  این‌  می‌شود.  تنظیم  بیضه‌ای  پاراکرین 
سرتولی‌، سلول‌های زایا، سلول‌های اطراف توبولی و سلول‌های بینابینی 
)عمدتا سلول‌های لایدیگ و ماکروفاژها( تولید می‌شوند. تعامل و نسبت 
بین سلول‌های سرتولی و سلول‌های زایا در لوله‌های منی‌ساز، باعث 
آزمایشگاهی سلول‌های  به‌ منظور کشت  اسپرماتوژنز موفق می‌شود. 
بنیادی اسپرماتوگونی، محققان سعی در غلبه بر برخی موانع از جمله 
ویژه‌ی  مارکرهای  فقدان  بیضه‌ها،  در  بنیادی  سلول‌های  کم  تعداد 
شناسایی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی و مشکلات زنده نگه داشتن 

فاکتورهای  از  تعدادی  اخیرا  دارند.   محیط کشت  در   سلول‌ها  این 
مهم رشد نظیر SCF ،LIF و GDNF برای تکثیر و تمایز سلول‌های 
برای  مارکرهایی  شناسایی شده‌اند. همچنین  اسپرماتوگونی،  بنیادی 
شناسایی این سلول‌ها گزارش شده است. گروه‌های تحقیقاتی متعددی 
نیز در زمینه‌ی کشت طولانی مدت و غنی‌سازی سلول‌های بنیادی 
کشت  بنابراین،  آورده‌اند.  دست  به  را  موفقیت‌هایی  اسپرماتوگونی 
سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی، علاوه بر کمک به درک مکانیسم‌های 
مولکولی خودتجدیدی، یک ابزار مناسب برای کشف راه‌های درمانی 
جدید برای برخی از مردان نابارور یا برای بیماران تحت شیمی درمانی/ 

رادیوتراپی، قبل یا بعد از بلوغ است )58(.

تشکیل بیشترین تعداد کلونی‌ها در وضعیت کنترل در روز 
‌30ام کشت و بیشترین قطر کلونی‌ها در دوزهای ترکیبی

1ng/ml bFGF +1500 unit/ml LIF و
1ng/ml bFGF + 1200 unit/ml LIF، بیان برخی مارکرهای 
توسط   Stra8 و   piwi1 ،vasa مانند  اسپرماتید  سلولی 
سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی و کلونی‌زایی موفق این 
سلول‌ها بعد از تکثیر در سیستم کشت در لوله‌های منی‌ساز 

موش

بیماران  اسپرماتوگونی  بنیادی  های  سلول  کشتی  هم 
حضور  در  و  سرتولی  های  سلول  با  بلوغ  توقف  دارای 

bFGF و LIF فاکتورهای رشد
Mirzapour T و همکاران )55(     2005

وجود درصد بالاتری از سلول زنده سلول‌های بیضه‌ای که 
بعد از 2 هفته منجمد ـ ذوب شده بودند، در مقایسه با 
سلول‌های بیضه‌ای که بلافاصله بعد از کشت، منجمد ـ 
ذوب شده بودند، افزایش تعداد و قطر کلونی‌ها در گروه 

تجربی یک، 3 هفته بعد از کشت

انجماد سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی جدا شده توسط 
ابتدا و 2  آزواسپرم در  بیماران  بیضه‌ی  از  آنزیمی  هضم 
هفته بعد از کشت و سپس کشت سلول‌های منجمد ـ 
ذوب شده بر روی سلول‌های سرتولی تازه )گروه تجربی 
1( و سلول‌های سرتولی منجمد ـ ذوب شده )گروه تجربی 

2( به مدت 3 هفته‌ی دیگر

Mirzapour T و همکاران )56( 2008

اسپرماتوگونیال  افزایش معنی‌دار تشکیل کلاستر سلول 
در شرایط اضافه کردن فاکتورهای رشد بر روی ظرف‌های 
پوشیده با لامینین، بیان مارکرهای اسپرماتوگونیال نظیر  
PLZF ،DAZL ،VASA ،ITGA6 و ITGB1 در تمام مدت 
کشت، حضور سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی در میان 

سلول‌های کشت شده پس از پیوند

کشت سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی جدا شده از بیماران 
آزواسپرم غیرانسدادی در حضور یا غیاب ظرف‌های پوشیده 
از لامینین جفتی انسان و در حضور ترکیبی از فاکتورهای 

LIF ،EGF ،bFGF و GDNF رشد

Koruji M و همکاران )57( 2008
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Abstract
Spermatogenesis is a highly complex and regulated process in which germ stem cells differentiate into spermatozoa. These 
stem cells, called spermatogonial stem cells (SSCs), are in the base of seminiferous tubules and have the ability of self-renewal 
and differentiation into functional germ cells. Due to this ability, SSCs can restore spermatogenesis after testicular damage 
caused by cytotoxic materials or following transplantation into an infertile recipient. Therefore, self-renewal of these cells is 
critical for the preservation of SSC populations and restoration of fertility. While previous studies have shown that the SSCs of 
mice and other species can survive and proliferate for long periods of time, little information is available about suitable culture 
media for the growth of human SSCs. Identification of SSC markers allows for the isolation of these populations of cells. The 
isolated cell can be expanded in culture and transplanted into infertile recipients. Consequently, the recognition of markers 
and the establishment of long-term culture systems for human SSCs will be essential for using the potential of these cells in a 
clinical setting. In this article, we focus on the markers that have been identified for human SSCs and in vitro culture techniques 
used for human SSCs proliferation.
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